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Nucleotide sequence, characterized in that it consists of or comprises at least one nucleic sequence corresponding to the 
genes known as ureE uref, ureH, urel or any part of at least one of these nucleic sequences. The application of these sequences 
in methods and tuts for the detection of H. pylori is also disclosed. 

(57) Abrege 

L'invention conceme une sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle est constitute par ou en ce qu'elle comprend au 
morns une des sequences nucleiques correspondant aux genes appeles ureE, ureF, ureG, ureH, urel ou toute partie d'au raoins 
une de ces sequences nucleiques. L'invention vise aussi 1'application de ces sequences dans des precedes et des kits pour la detec- 
tion de H. pylori. r 
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Helicobacter pylori (designe egalement oar 

1' expression H. pylori) est une bacterie a gram negatif 
retrouvee exclusivement a ce jour a la surface de la 
muqueuse de l'estomac chez l'homme, et plus 
particulierement autour des lesions des crateres des 
ulceres gastrigues et duodenaux. Cette bacterie etait 
inialement appelee Campylobac ter pvloridis (Warren et 
al (1983) Lancet 1. 1273-1275). 

Comme la plupart des bacteries, H. pylori est 
sensible a un milieu de pH acide mais cependant peut 
tolerer l'acidite en presence de taux physiologiques 
d'uree (Marshall et al (1990) Gastroenterol. 99: 
697-702). En hydrolysant l'uree sous forme de dioxyde 
de carbone et d ' ammoniac qui sont relargues dans le 
microenvironnement de la bacterie, 1 'urease de 
EYlori est supposee permettre la survie de la bacterie 
dans l'environnement acide de l'estomac. Recemaent des 
etudes menees sur des modeles animaux ont fourni des 
elements suggerant que 1 'urease est un facteur 
important dans la colonisation de la mugueuse gastrique 
(Eaton et al (1991) Infect. Immun. 59: 2470-2475). 
L« urease est egalement suspectee de causer des dommages 
soit directement, soit indirectement, a la mugueuse 
gastrique. 

Helicobacter pylori ( H. pylori ) est a l'heure 
actuelle reconnu comme 1' agent etiologigue des 
gastrites antrales, et apparaxt comme un des cofacteurs 
requis pour le developpement des ulceres. Par ailleurs 
il semble que le developpement de carcinomes gastrigues 
puisse etre associe a la presence de H. pylori . 
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Toutes les souches isolees en clinique a partir 

deS biopsies ou de jus gastrin synthet.sent une 

\ .efciv* exposee en surface de la bacterie, 
urease tres active, expose 

pi est 1'une des proteines les plus immunogenes de 
r nvlori . L'ur*ase est suspectee de Jouer un role dans 
IT^essus pathogSnioue, un fait qui a ete confirme 
par les alimentations realisees sur le pore montrant 
Le des souches faiblement productrices d'urease 
obtenues par mutagenese chimique, ^ 
coloniser 1'estomac du pore. "Ces 

apres mutagen**, chimique ne percent cependant pas 
d'attribuer de fagon certaine, la diminution de la 
production d'urease » une inaptitude , "Ioniser 
Lestomac, d'autres genes ayant pu etre 
de la autagen.se generalisee. II ne s'agit done pas de 
stations contr61anles et par consequent cette 
technique ne presente pas d'interet reel dans la 
conception de moyens destines a diminuer, voire 
prevenir les effets nefastes de 1 'urease dans le cas 
d'une infection par H. pylori . 

outre ce role dans la colonisation de 1'estomac, 
U a ete montre que 1'urease ainsi que !• ammoniac 
iifcerees pourraient avoir un effet cytotoxic direct 
sur les cellules epitheliales et un effet indirect en 
induisant une reponse inflammatoire qui serait a 
l'origine des lesions gastriques. 

furease est done 1'un des determinants de 
pathogenicity les plus importants, et la construction 
de souches isogeniques de H. pylori inactivees 
specif iquement dans les g*nes responsaoles de 
^expression de 1'urease, g^'il s'agisse des genes de 
statures ou des genes accessoires, sont de premiere 
importance pour preciser le role de 1'urease dans 
1'etape de colonisation, et pour une application a la 
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construction de souches utilisables pour proteger l es 
individus dans un processus de vaccination, p ar exeaple 
par la construction de souches attenuees. 

Jusqu'a present les genes de 1 'urease avaient ete 
localises sur un fragment de 34 kb du chromosome de 
H< PYlori - et avaient ete associes a une region de 
4,2 kb presente dans ce fragment. Quatre genes designes 
par les termes ureA, ureB, urge et ureD avaient ete 
associes a cette region de 4,2 kb. Cette region 
. permettait d'obtenir un phenotype urease-positif 
lorsque 1 'ADN de 4,2 kb etait transfer* par 
l'xntermediaire d'un vecteur navette dans Campnobacter 
jejuni . 

Cependant la transformation de cellules de E coli 
avec 1 ' ADN de 4,2 kb precedemment decrit ne permettait 
pas d'obtenir 1« expression d'une activite ureasigue 
dans E.coli . 

Les inventeurs ont reussi a determiner quels sent 
les elements, tant du point de vue genetigue que du 
point de vue des conditions de culture, necessaires 
pour 1' expression dans E.coli d'une activite ureasigue 
telle qu'obtenue chez H. pylori. n s ont a cet egard 
determine que 1 'expression de 1 'urease che 2 E.coli 
etaxt dependante a la fois de 1' activation du systeme 
de regulation de 1' azote de E.coli et de la presence de 
genes accessoires des genes structuraux de 1 'urease 
lis ont identifie et isole plusieurs genes que 1'on 
designers parfois dans la suite par 1 'expression "genes 
accessoires" de 1'urease, qui permettent 1 'expression 
fonctionnelle de 1'urease chez E.coli et determinent la 
maturation et la regulation de 1'urease chez H. pylori . 

L« invention conceme done un ensemble de cinq 
nouveaux genes determinants ou au moins susceptibles 
d'intervenir dans 1- expression fonctionnelle de 
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X^ease one* H^ri et caez E^coli, £*L **• 
\ « d* ces g*nes consideres isolement et 
chacun de ces gen egalement 
independamment des autres genes. Elle vise g . 
111 p echeant modifies, en 

cet ensemble de genes, le cas ecnean^ 

a liation avec les ,enes de structure <~«^ 
ureA, ureB, urec et ureD de 1'urease et decr^ da* a 
^ica^on (LaWgne et al (199!) J. Bacterid 173. 

1920-1931) . de niveau* Boyens 

1' invention vise par ameurs 
de detection vitro d'une Section par H T pylorv 
alnsi que des compositions utilises pour la 
protection contra 1 ' infection par l i _ E vlor i . 

L' invention a done pour onjet una > 
nucleotide, carac«ris*e en ce ^ 
constituee par ou en ce ou'elle =o*prend au ~» ™ 
des sequences nucleiques correspondant aux genes 
appeles ureE, ureF, ureG. ureH, urel et repondant aux 
enchainements nucleotidiques presentes 
ci-dessons : 
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14 

sconce nucKotidigue — - 
constitute soit par de soit par ^ ^ 

t i -i nvention conceroe aussi 

L'mventiou sequence 
nucleotidigue *=difi*e par rapp rt a la ,u 

nucleotide decrite £ qu urs 

aM ition, ^-^Ue^aT™ Te S propria 

"""les des vp^ des^Us *~ 
fonctxonnelles des poxyp * at tenuees, voire 

;r:r;;;; ^rc « «u ^r^s P ar 

cu de telle £ a 5 on =ue cette seance 
n .^. pas de ^^tcuUer !L iflSi i - i on de 

S r "an. t ca^ de .a definition 

1' invention «t dans x Mt caracterisee 

precedente, une seance ^ ce 

en ce qu'elle constituee par, ou en qu 

C0EP T 1 X.ens e^le des seances nucleus 
correspondent aux aenes appeles ureE. ureF, ure£. 
urS urel et repondant aux enohameBents 
n^Ieotidigues presents a la figure 4 ou, 
b) Lenseafcle for»e par les sequences nucle ones 
(Liantes, correspondent a =es 
independent les uns des autres , de telle feoon 

Polypeptides ayant une hoaologie fonctxonnelle 
evefis polypeptides 0 reE, UreT, «ec, ureH 
Orel tels primes par B^EVlori, ou au 
oontraire code pour des polypeptides mod^es, 
vouz attenuer voire suppri*er les proprxetes 
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fonctionnelles des polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH ou Urel tels qu'exprimes par H. pylori . 
Des fragments (enchainements nucleotidiques) des 
sequences nucleotidiques ci-dessus sont interessants 
pour differentes raisons et a titre d'exemple on peut 
definir : 

- des fragments des susdites sequences, ayant 
conserve la capacite de coder pour des 
polypeptides ayant une homologie f onctionnelle 
avec les polypeptides tels qu'obtenus par 
expression d'un gene choisi parmi ureE , ureF , ureG 
ou urel , dans H. pylori ; 

- des fragments codant pour toute partie des 
polypeptides ci-dessus tels qu'obtenus chez 
H. pylori, et en particulier codant pour des 
peptides ou des parties de polypeptides reconnus 
par des anticorps diriges contre H. pylori ou 
capables de se comporter comme des haptenes ou des 
immunogenes ; 

- des fragments des susdites sequences depourvus 
de la capacite de coder pour les polypeptides de 

1L PVlori tels qu'exprimes a partir des genes 

ureE, ureF, ureG, ureH ou urel ; 

- des fragments codant pour des polypeptides ou 
peptides ayant des proprietes attenuees, voire 
supprimees par rapport aux proprietes des 
polypeptides codes par les genes ureE , ureF , ureG , 
ureH ou urel de H. pylori c 

De tels fragments ont avantageusement au moins 15 
nucleotides, de preference au moins 20 nucleotides. 

Ces genes ureE , ureF , ureG , ureH et urel , sont 
presents sur un chromosome de H. pylori ; ces genes sont 
des genes dits accessoires par rapport aux genes de 
structure de l'urease ( ureA , ureB) . Par opposition aux 
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genes de structure, les genes accessoires ne sent pas 
necessaires a la formation de 1- enzyme urease. En 
revanche il. interviennent dans 1- expression 
fonctionnelle de 1 'urease telle qu'exprimee chez 
5. pylori , par des moyens de regulation et/ou de 
maturation de 1 'urease formee. L'urease est en effet 
exprimee sous la forme d'une apoenzyme inactive avant 
de subir une etape de maturation au sein de H^vlorx, 
etape qui lui confere sa forme d- enzyme fonctionnelle. 

Les inventeurs ont par ailleurs constate que la 
presence de ces cinq genes accessoires est 
indispensable a 1' expression de l'urease fonctionnelle 
dans des cellules de E.coli prealablement transferees 
avec les genes de structure ureA, ureB, ureC et ureD. 

En consequence 1 « identification de ces genes et de 
leurs sequences nucleotidiques, permet d'envisager des 
moyens pour moduler 1'activite ureasique dans des 
souches de H. pylori en particulier pour preparer des 
s ouches attenuees. 

Selon un premier mode de realisation de 
1. invention, des sequences nucleotidiques interessantes 
codent pour des polypeptides ayant une homology 
fonctionnelle avec les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH et Urel naturels. Cette homologie entre des 
polypeptides, est appreciee par rapport a la capacite 
de ces polypeptides, de fonctionner au sexn de 
H pylori , comme les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH et Urel naturels et par consequent de contribuer a 
la formation de l'urease fonctionnelle a partir de 
1» apoenzyme. 

Cette homologie fonctionnelle peut etre detectee 
par la mise en oeuvre du test suivant : 10 9 bacteries 
sont resuspendues dans 1 ml de milieu uree-indole et 
incubees a 37'C. L'hydrolyse de l'uree conduit a la 
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liberation d 'ammoniaque, qui en augmentant le pH, 
induit un changement de coloration de orange a rouge 
fushia. 

Au contra ire on peut mettre en oeuvre dans le 
cadre de I 1 invention, des sequences nucleotidiques , 
repondant a l 1 ensemble des sequences nucleiques 
correspondant aux genes ureE , ureF, ureG , ureH ou urel , 
ces sequences etant modifiees de faqron a ce que les 
polypeptides pour lesquels elles codent ne possedent 
plus la capacite des polypeptides naturels de permettre 
la production d'une urease fonctionnelle dans H. pylori 
ou le cas echeant dans une autre espece. Dans ce cas on 
cherche a attenuer ou a supprimer les proprietes 
fonctionnelles des polypeptides naturels, tels 
qu'exprimes par H. pylori . On considere que les 
proprietes fonctionnelles sont attenuees lorsque la 
souche dans laquelle les sequences nucleotidiques selon 
1' invention sont inserees, produit une urease non 
pathogene par exemple sous la forme d'une apoenzyme. 
Cette pathogenicity peut etre evaluee par la mise en 
oeuvre du test suivant : 

On teste 1 • implantation dans 1 1 estomac d 1 un 
animal, de preference le porcelet gnotobiotique, de la 
souche recombinante, en utilisant la technique decrite 
par Eaton et al (1991 Infect. Immun. 59: 2470-2475) . 

Selon un premier mode de realisation de 
l 1 invention, une sequence nucleotidique telle que 
definie precedemment peut etre associee aux sequences 
nucleiques correspondant aux genes de structure ureA et 
ureB codant pour les sous-unites ureasiques chez 
H. pylori . 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, 
cette sequence nucleotidique est associee aux genes 
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ureA, sag, ureC et/ou ureD codant pour 1 'urease chez 
H. pylori . 

Dans ce cas les differents genes peuvent etre 
localises sur des replicons distincts. 

L' invention concerne egalement les sequences 
nucleotidiques entrant dans le cadre de la definition 
precedente et repondant a l'un des enchainements 
nucleotidiques codant correspondant aux genes ureE, 
ureF, ureG, ureH ou urel. A cet egard 1' invention vise 
en particulier les enchainements suivants : 

1" enchainement ureE correspondant aux 
nucleotides 800 a 1309 de la sequence de la figure 
4, ou tout fragment de cet enchainement des lors 
qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c'est a dire a 68'C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1" enchainement ureE ou avec la sequence 
complementaire a cet enchainement, 

1' enchainement ureF correspondant aux 
nucleotides 1324 a 2091 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchainement des 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c'est a dire a 68'C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 «C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1« enchainement ureF ou avec la sequence 
complementaire a cet enchainement, 

1' enchainement ureG correspondant aux 
nucleotides 2123 a 2719 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchainement des 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c'est a dire a 68'C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1' enchainement ureG ou avec la sequence 
complementaire a cet enchainement, 
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1 1 enchainement ureH correspondent aux 
nucleotides 2722 a 3516 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchainement des 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c»est a dire a 68'C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1 ' enchainement ureH ou avec la sequence 
complementaire a cet enchainement, 

1 1 enchainement urel correspondant aux 
nucleotides 211 a 795 de la sequence de la figure 
4, ou tout fragment de cet enchainement des lors 
qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c«est a dire a 68 # C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 # C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1 1 enchainement urel ou avec la sequence 
complementaire a cet enchainement. 
On appelle ici "sequences complementaires" en ce 
qui conceme les sequences d'ADN, des sequences 
inverses et complementaires, Le terme "inverse" rend 
compte de la restauration de 1 •orientation 5 f -3» de 
l'acide nucleique, complementaire par la nature des 
nucleotides et ce par rapport a une sequence donnee. 

L 1 invention vise aussi un enchainement 
nucleotidique particulier repondant a la sequence 
suivante : 

GCG AAA ATA TGC TAT GAA ATA GGA AAC CGC CAT 
L' invention se rapporte egalement a toute sequence 
d'ADN qui comprend cet enchainement nucleotidique. 

Les sequences nucleotidiques selon 1' invention 
repondant aux definitions precedentes peuvent entrer 
dans la constitution de sondes, lorsqu'elles sont 
marquees, par exemple a leur extremite 5 1 et/ou 3 1 , par 
une substance que l'on peut detecter. A titre de 
marqueur on peut citer les isotopes radioactifs, les 
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enzymes, les marqueurs chimiques ou chimioluminescents, 
les fluorochromes, les haptenes ou les anticorps, des 
analogues de base ou encore des marqueurs physiques, 
ces marqueurs peuvent le cas echeant etre fixes a un 
support solide par exemple un support particulate ou 
m embranaire, comme des billes magnetiques . 

A titre de marqueur prefere, on peut citer le 
phosphore radioactif (*P) incorpore a l^extremite 5> 
de la sequence utilisee comme sonde. 

Avantageusement une sonde nucleotidique selon 
1- invention comprend tout fragment des genes decnts, 
par exemple des fragments d'environ 45 nucleotides. 

Des sondes preferees selon 1' invention sent 
constitutes par des fragments issus du gene ureH ou de 

preference du gene urel. 

A partir des sequences nucleotidiques selon 
1- invention, on peut aussi definir des amorces 
(primers) utilisables pour la detection in vitro d'une 
infection par H. nvlori . Dne amorce est caracterisee en 
ce qu'elle comprend un fragment nucleotidique tel 
qu'issu d'une sequence decrite precedemment, comprenant 
d- environ 18 a environ 30 de preference d- environ 25 a 
environ 30 nucleotides. Une telle amorce peut etre mise 
en oeuvre dans des reactions d • amplification genique, 
par exemple selon une technique de polymerisation en 
chaine . 

Pour 1- utilisation dans vne technique 
^amplification, des amorces de 1'invention sont prises 
en combinaison deux a deux, de facon a hybrider dans 
des conditions determines avec les extremites 5 " et 3 ' 
respectives du fragment nucleotidique a amplifier. 

Si l'on met en oeuvre la technique PCR, les 
conditions requises pour 1 • hybridation specif ique des 
amorces avec 1 ' ADN a detecter sont les conditions 
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decrites dans les demandes EP 200363, 201184, 229701 et 
la temperature est calculee selon la foraule 

T (*C) = [4(C + G) +2 (A + T) - 10] 
dans laquelle A, T, C, G representent respect ivement le 
nombre de nucleotides A, T, c, G dans les amorces 
utilisees . 

Les techniques d ' amplification utilisables dans le 
cadre de 1» invention comportent par exemple la 
technique PCR (Polymerase Chain Reaction) decrite dans 
les demandes de brevet europeen de Cetus (n* 2003 63, 
201184 et 229701), ou encore la technique de "Q0 
Replicase" decrite dans Biotechnology (Vol. 6, Octobre 
1988). 

D'autres sequences nucleotidiques selon 
1' invention sont des sequences hybridant dans des 
conditions stringentes telles que definies ci-dessus 
avec une sequence definie dans les pages precedentes ou 
une sequence complementaire de ces sequences. 

Les sequences nucleotidiques et les vecteurs de 
1' invention peuvent aussi etre utilises pour 
1' expression d'autres genes ou sequences de H. pylori 
ou d'autres souches dans H. pylori ou dans d'autres 
hotes comme E.coli , 1 'Adenovirus. 

L' invention vise en outre un polypeptide 
caracterise en ce qu'il correspond a l'un des 
polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel presentes a 
la figure 4, a toute partie d'au moins un de ces 
polypeptides. L' invention vise en particulier tout 
polypeptide modifie des lors qu'il presente une 
homologie fonctionnelle avec le polypeptide d'origine 
UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel tel qu'exprime par 
EYlori, ou au contraire modifie par deletion, addition, 
substitution ou inversion d'un ou plusieurs acides 
amines, pour attenuer voire supprimer ses proprietes 
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fonctionnelles s'agissant de 1'activite ureasioue telle 
ou'excrimee par w. pylori. 

^Les polypeptides 0 reS, nrer. UreG *reH et Ore 
interview notamment dans la regulation et la 
maturation de !• urease Chez pylor i. 

0 n autre polypeptide selon !• invention est celui 
^i repond a 1 ■ enchainement de 11 acides amines 

suivant : . 
Ala Lys lie Cys Tyr Glu He Gly Asn Arg His 
Les polypeptides de !• invention et en particular 
le polypeptide dont la sequence est donnee =i-dessus, 
peuvent eLe utilises pour la production d-anticorps 
polyclonal ou monoclonal, ou pour la detection 
I.antioorps dans un echantillon biologigue mfecte par 

^Des'anticorps monoclonau* peuvent etre prepares 
par la technigue des hybridoaes ou par les technigues 
connues pour preparer des anticorps humains. 

Ces anticorps peuvent egalement etre prepares 
selon la technique decrite par HarKs et al (J. Hoi. 
Biol. 1991 222,581-597). 

L' invention vise aussi des anticorps anti- 

idiotypigues. acides 
Des anticorps centre 1 • enchainement de 11 acides 
am^es ci-dessus pourraient etre mis en oeuvre dans le 
cadre d'une reaction de blocage de la maturation de 

1" urease. . , . , 

^invention conceme en outre 1 'utilisation des 

anticorps monoclones ou polyclonal, dans des 

compositions pour traiter une infection par H. pylon . 

L'invention a egalement pour objet des vecteurs 

recombinants caracterises en =e gu'ils contiennent une 

sequence d'ADN de Invention. De tels vecteurs 
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recombinants peuvent par exemple etre des cosmides ou 
des plasmides. 

Un vecteur particulierement avantageux pour la 
realisation de 1' invention est caracterise en ce qu'il 
s'agit du plasmide pILL753 contenu dans E.coli HB101 
depose a la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes, Paris France) le 3 Octobre 1991 sous 
le numero 1-1148. 

Un autre vecteur recombinant particulierement 
avantageux est caracterise - en ce qu'il s'agit du 
plasmide pILL763 contenu dans E.coli HB101 depose a la 
CNCM le 3 Octobre 1991 sous le numero 1-1149. 

L' invention a aussi pour objet un bote cellulaire 
recombinant (ou souche cellulaire recombinante) , 
caracterise en ce qu'il est transforms par une sequence 
nucleotidique repondant aux definitions precedemment 
donnees. Get hote cellulaire ainsi transforms doit 
permettre l> expression de la sequence nucleotidique des 
genes accessoires de 1 'urease, le cas echeant modifies 
conformement aux definitions precedentes. 

A titre prefere, un hote cellulaire recombinant 
est une souche de H. pylori modifiee par une des 
sequences nucleotidiques precedemment definies, et de 
facon avantangeuse modifiee de telle facon que les 
produits des genes accessoires modifies qu'elle 
exprime, contribuent a attenuer les effets de 1' urease, 
en particulier ses effets pathogenes. 

Par exemple une telle souche recombinante peut 
etre obtenue par mutation de la souche N6 de h. pylori 
deposee a la NCIMB (National Collections of Industrial 
and Marine Bacteria LTD) en Grande Bretagne, le 26 Juin 
1992, sous le numero NCIMB 40512, la mutation etant 
effectuee au niveau de l'un au moins des genes ureE , 
*£*L. ureG, ureH ou urel, et/ou au niveau d'un ou 
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plusieurs des g*>es de structure, par exeaple ureA ou 
"ce preference on fornera dans 1. «dre de 



et en 



1. invention, des souches recombmantes 
particulier des souches de H^vlori recombxnantes dont 
1- activity ureasique est attenuee conformement aux 
criteres determines precedemment. 

Ainsi des souches N6 recombxnantes 
particulierement avantageuses sont celles qux 
permettent d'obtenir un phenotype urease-negatxf et 
component au moins un des genes ureE, ureF, ureG, 
ureH ou urel mute. 

One inactivation du gene urel peraet par exe-ple 

de preparer des souches, H. pylori urease-negatives. De 
afae certaines Nations au sein de urel percent 
e.obtenir un phenotype urease-negatif Chez H. pylori , 
alors gue les produits des genes ure* et urel sent 
expri»es. U s'agit par exenple de la mutate n ■ 
decrite dans les exemples. 

One autre mutation particulierement interessante, 
notamment pour la preparation de souches vaccinantes 
et en particulier de souches H. pvlori vaccinantes est 
^ & mutation du gene ureG. Une souche E. ^ 
recombinante, dans laquelle le gene ureG est mute, 
presente les proprietes suivantes : 

- la souche ainsi mutee conserve la capacxte de 
declencher une reponse immunitaire ; 

- la souche ainsi mutee est depourvue d'activxf 

On peut oependant transformer d-autres souches 
avec les sequences de V invention. En particulier on 
aura recours a ^coli pour realiser des mutations dans 
les genes ureE, ureF, ures, ureH ou urel. prealablement 
inseres dans cette souche, par exemple par 
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1' intermediate d'un plasmide. Les genes ainsi mutes 
peuvent ensuite etre introduits dans une autre cellule 
note, par exemple dans H. pylori pour permettre un 
remplacement allelique et creer une mutation. 

On note que la deletion du gene urel dans une 
cellule E.coli recombinante selon 1- invention n'altere 
pas le phenotype urease-positif des lors que les autres 
conditions pour 1 'expression de ce phenotype sont 
reunies . 

La souche E.coli recombinante peut par ailleurs 
etre utilisee pour produire les polypeptides UreE, 
UreF, UreG, UreH ou Urel et les purifier par les 
techniques classiques. 

Les souches recowbinantes de H. pylori , a activite 
urease attenuee, peuvent etre egalement utilisees pour 
le transport et 1' expression de genes heterologies , par 
exemple des genes du cholera ou des salmonelles 

Differentes techniques peuvent etre employees pour 
realiser des souches recombinantes . On aura par exemple 
recours a la technique d 'electroporation telle que 
decrite dans les exemples de cette demande. 

Le cas echeant cette technique d 'electroporation 
peut etre modifiee en supprimant l'etape consistant a 
effectuer un choc electrique au niveau des cellules a 
transformer. 

L" invention propose des moyens pour proteger 
centre une infection par H. pylori et en particulier 
par 1 'administration de compositions immunogenes 
contenant une souche cellulaire recombinante 
caracterisee par une activite ureasique attenuee. De 
telles compositions immunogenes peuvent etre utilisees 
en medecine humaine. 

Une composition immunogene peut contenir des 
souches telles que des cellules de H. pylori dont 
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1'activite ureasique est attenuee par insertion dans la 
souche d'une sequence nucleotidique selon !• invention, 
comportant au aoins une sequence correspondant aux 
genes ureE, ureF, ureG, ureH ou urel, le cas echeant 
modifies pour diminuer 1'activite ureasique. 

II peut s'agir de facon generale de tout hote 
capable de produire une urease attenuee, par exemple 
par mutation des sequences nucleotidiques d'un ou 
plusieurs genes ureA, ureB, ureC, ureD,_ureE, ureF, 
ureG, ureH ou urel ou par ' expression d'une forme 
tronquee d'un polypeptide intervenant dans la 
structure, la maturation ou la regulation de 1 -urease. 

L« invention a aussi pour objet un kit pour le 
diagnostic in vitro d'une infection par H. pylori sur 
un ecbantillon biologique determine, caracterise en ce 

qu'il comprend : 

- au moins un couple d- amorces nucleotidiques 
repondant aux criteres ci-dessus, capables 
d'hybrider aux extremites 5- et en 3' d'un 
fragment nucleotidique specif ique d'au moins une 
sequence nucleique correspondant a un gene choisi 
parmi ureE , ureF , ureG, ureH ou urel, 

- des reactifs necessaires a 1' extraction des 
acides nucleiques a partir de 1 ' echantillon 
traite, 

- des reactifs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucleotidique, a partir des amorces 
nucleotidiques, notamment des enzymes de 
polymerisation, en quantite suffisante pour 
realiser 1 • amplification du fragment que l'on 
souhaite amplifier, 

- au moins un enchainement de nucleotides pouvant 
etre utilise comme sonde et capable d'hybrider 
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dans des conditions determinees avec le fragment 
d 1 ADN amplifie, 

le cas echeant des moyens pour reveler 
1 'hybridation. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1' invention, on peut egalement incorporer au kit, 

un controle interne de la reaction 
d 'amplification par exemple constitue par un acide 
nucleique eventuellement porte par un plasmide, 
ledit acide nucleique" pouvant aisement etre 
detecte par hybridation, par exemple du fait qu'il 
contient un gene de resistance a un antibiotique, 
ou du fait gu ' il est constitue par de 1 ■ ADN 
chromosomique de N6, ledit fragment etant en outre 
muni a ces deux extremites d'au moins une amorce 
d' amplification, ces amorces etant ou non choisies 
parmi les amorces de 1' invention, et 

- une sonde capable d'hybrider avec 1' acide 
nucleique contenu dans le controle interne, 

- le cas echeant, une reverse transcriptase pour 
obtenir de 1 f ADNc a partir de l'AHN eventuellement 
present dans 1 'echantillon teste. 

La presence d'un controle interne ajoute a 
1 'echantillon permet de detecter la presence de 11 faux 
negatifs" parmi les echantillons. En effet, lorsque la 
sonde specifique du controle interne ne detecte pas un 
produit d 1 amplification, on est vraisemblablement en 
presence d'un echantillon contenant un inhibiteur de la 
Taq polymerase, inhibiteur qui gene 1 'amplification 
d 'ADN ou d 1 ADNc de H. pylori . Dans ce cas, differentes 
dilutions de 1 'echantillon teste peuvent permettre de 
mettre en evidence la presence d' acide nucleique de 
H. pylori , 
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Lorsque le temoin interne presente une reaction 
positive, une reaction negative au niveau de 
1' echantillon teste permet de deduire qu'il y a bien 

absence de H. pylori . 

On note que les amorces incorporees au controle 
interne, ne sont pas necessairement celles de 
1. invention. Cependant, le choix d'autres amorces peut 
entrainer une diminution de sensibilite. 

A titre d'exemple d' echantillon biologique pour la 
detection d'une infection chez l'homme par H. pylori , 
on utilisera des prelevements tels que des biopsies, du 
jus gastrique ou eventuellement de la salive ou des 
selles . 

ce kit peut aussi etre mis en oeuvre pour des 
controles de pollution des eaux ou des controles sur 

des aliments. 

L» invention se rapporte aussi a un procede pour le 
diagnostic in vitro d'une infection par H. pylori , dans 
un echantillon biologique determine, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes de : 

a) mise en contact de l'acide nucleique de 
1' echantillon susceptible de contenir H. pylori 
dans des conditions permettant 1 ' accessibility 
sous forme d'ADN simple brin ou d'ARN, avec au 
moins un couple d- amorces nucleotidigues selon 
1- invention, lesdites amorces pouvant hybrider 
avec l'acide nucleique de H. pylori s'il est 
present, et initier la synthese du produit 
d' elongation desdites amorces, chaque brin de 
sequence nucleotidique de H. pylori servant de 
matrice lorsqu'il est apparie avec les amorces; 

b) separation des brins d'acide nucleique 
synthetises, de leur matrice; 
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c) repetition de la synthese du produit 
d' elongation, a partir de chaque brin d'acide 
nucleique present a 1' issue de l'etape b) et 
susceptible d'hybrider avec les amorces, jusgu'a 
l'obtention d'une amplification de l'acide 
nucleique recherche, suffisante pour etre 
detectee , 

d) mise en contact du produit de l'etape c) avec 
une sonde nucleotidique dans des conditions 
permettant de detecter la presence de l'acide 
nucleique amplifie recherche; 

e) detection des produits de 1 'hybridation 
eventuellement formes. 

Selon un mode de realisation prefere du procede 
pour le diagnostic in vitro ci-dessus defini, la mise 
en contact de 1 ' echantillon teste est precedee d'une 
etape de traitement de 1 'echantillon de facon a en 
extraire l'acide nucleique. 

Selon un autre mode de realisation prefere, le 
procede comporte une etape prealable a la mise en 
contact avec les amorces consistant en un traitement de 
l'acide nucleique de 1 ' echantillon avec une reverse 
transcriptase, pour obtenir la synthese d'ADNc a partir 
de l'ARN eventuellement present dans 1 'echantillon 
teste . 

L' invention vise aussi un kit pour le diagnostic 
in vitro d'une infection par H. pylori caracrterise en 
ce qu'il comprend : 

- une quantite determinee de sondes selon la 
definition precedente, 

- un milieu approprie pour la realisation d'une 
reaction d 'hybridation entre l'acide nucleique de 
H. pylori a detecter et la sonde, 
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- des reactifs pour la detection des hybrides 
eventuellement formes. 

Un precede pour 1- utilisation de ce kit et pour le 
diagnostic in vitro d'une infection par H. pylon , a 
partir d'un echantillon biologique, est caractense en 

ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de 1 - echantillon a tester 
dont l'ADN et/ou de l'JON a ete prealablement 
rendu accessible, avec une sonde precedemment 
definie, dans des conditions permettant 
1- hybridation de l'acide nucleique avec la sonde; 

- la mise en evidence d'une reaction d ' hybridation 
eventuelle entre l'acide nucleique et la sonde. 
Les sequences nucleotidiques de 1- invention 

peuvent etre obtenues soit par extraction de 1'acxde 
nucleique de H. PVlori et digestion avec des 
endonucleases choisies et purification, ou encore par 

synthese chimique. 

A titre d'exemple, on peut citer pour la synthese 
de tels fragments d'acides nucleiques, la methode au 
phosphotriester, telle que decrite par Narang, S.A. et 
al dans Meth. of Znzymol., 68, 90 (1979). Une autre 
methode adaptee pour la preparation de fragments de 
nucleotides est la methode au phosphotriester telle que 
decrite par Brown E.L. et al, dans dans Meth. of 
Enzymol., 68, 109 (1979). 

Cette preparation peut egalement etre effectuee 
par un processus automatise, par exemple faisant 
intervenir les diethylphosphoramidites en tant que 
constituants de depart, et dans ce cas, la synthese 
peut etre realisee suivant la description de Beaucage 
et al, Tetrahedron Letters (1981), 22, 1859-1862. 
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D'autres avantages et proprietes de 1' invention 
apparaissent dans les exemples qui suivent et dans les 
figures . 

FIGURES 

Figure 1; Sous-clonage et mutagenese par transposon de 

PILL753 

A : Carte de restriction lineaire du cosmide hybride 
PILL585 et du plasmide pILL590" (Labigne et al - 1991) . 
Les cadres gris represent le fragment d'ADN requis pour 
1' expression de 1« urease dans C. jejuni . 
B : Insertion au hasard du transposon MiniTn3-Km. Les 
nombres (1 a 24) de meme que les cercles, correspondant 
au site d' insertion du transposon dans pILL753; les 
signes (+) indiquent que le transposon n'a pas inactive 
I'expression de 1 'urease alors que les signes (-) 
indiquent que I'expression de 1« urease a ete abolie. 
C : carte de restriction lineaire des plasmides 
hybrides pILL763 et pILL768 generes par deletion (A) a 
l'interieur de pILL753. La localisation des genes (ureA 
a ureH) est indiquee par des rectangles. La longueur 
des rectangles correspond a la longueur de l'ADN reguis 
pour exprimer les polypeptides. Les f leches se referent 
a 1' orientation de la transcription. Le nombre de 
cadres en bas de la figure indique la taille en 
kilobases des fragments de restriction. Les nombres 
entre parenthese correspondent a la taille des 
fragments d'ADN de H. pylori inseres dans un des 
vecteurs de clonage (pILL575, pILL550 ou pILL570) . B, 
BamHI; E, EcoRI, P, Psti, H, Hindlll; C, Clal ; Sm,' 
Smal. Les lettres entre parenthese indiquent que les 
sites de restriction appartiennent au vecteur. 
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Flrore 2 , «tivit. ureasigu. «pri»« par z^coli HB101 
hebergeant pIU.«3, « *«»ti« « *-M 

De s Mt. Prtpar.es avec soit un miHeu W « 
soit un milieu minimum H9 complete avec 10 mM L 
arginine (MM) ont *te dacune inoculees avec une partie 
allguote de 100 ,1 de culture et mises en suspensi™ 
(1 0» oacterie/ml) dans du KaCl sterile, a 0,85%. Les 
Lites =nt ete incubees, en milieu aerobe ou 
microaerobie. a (A) 30-= cu (»,- 37-C et !es mesures^d 
i.activite ont ete faites en temps voulu. Les 
utfeMH ^di^ent gu'aucune activite ureasxgue n 
ete detectee. 

ai-ktsv des aenes accessoires de 
Figure 3 ; sequence d'ADH aes ge»« 

1 • urease de s. pylori 

* , strangle pour le seguencage des g*>.s 
i la region urease du plasmide hybrids pm.753. . 1- 
flfcches correspondent aux tallies des tracts d ADN 
seguences. I~ «t- de flecbes -presentent le 
cligonucWotides utilises pour rtaliser et confirmer la 
determination oligonucleotidigue. 

B : ^presentation schematise des ci*g cadres ouverts 
oe lec^re (OKFs, deduits a partir de 1 'analyse de la 
seguence nucleotidigue et leurs tallies en nucleotides, 
correspond au codon d ■ initiation relatif a chacun 

des genes. _ _ . ^ 

c ■ Les tallies et les masses moleculaires calculees 
des cing polypeptides supplemental^ de 1'urease de 

H. pylori sont indiquees. 

Fiqure 4: sequence nudeotidique des genes accessoires 
de !• urease de H. pylori 
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Les nombres en haut de la sequence indiguent la 
position des nucleotides. Les sequences d'acides amines 
predites, dans l'ordre sequentiel sont : Urel (bp 211 a 
795), UreE (bp 800 a 1309), UreF (bp 1324 a 2091), DreG 
(bp 2123 a 2719), et UreH (bp 2722 a 3516). Les 
sequences potentielles de liaison aux ribosomes 
(Shine-Dalgamo, sites SD) , sont soulignees. Les 
sequences encadrees correspondent aux sequences de type 
promoteur-like (<r54) et les f leches au dessus de la 
sequence indiquent les structures en boucle avec les 
elements d'un signal de fin de transcription rho- 
independant (Rosenberg et al (1979) Annu. Rev. Genet. 
13: 319-359). Les pointilles sous la sequence d'acides 
amines correspondent au domaine de liaison de l'ADN 
(urel) ou de l'ATP de la proteine (ureG) (Higgins et al 
(1985) EMBO J. 4: 1033-1040 et Pabo et al (1984) Ann. 
Rev. Biochem. 53: 293-321) . 

Figure 5: Organisation genetique de l'operon urease 

Les positions relatives des genes codant pour des 
polypeptides associes avec l'operon urease de 
P. mirabilis (Jones et al (1989) J. Bacterid. 171: 
6414-6422), de K. aerogenes (Mulrooney et al - 1990) et 

de 2L PVlori sont indiquees. Les pourcentages se 

rapportent a la proportion d'acides amines identiques 
entre deux genes apparentes. Les cadres blancs 
representent les genes qui sont uniques a l'operon. 

Figures 6 et 7 Analyse des souches parentales et arotees 

Figure 8: Profils de restriction apres digestion 
enzymatique des ADN totaux des souches 85P, 
K6 et N6 autee (urease") 
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iHmnre 9 et 10 organisation genomique des 4 genes ure 
~" dans les genomes des soucnes 85P et N6. 

Les fragments specif iques d'ADN ont ete 
amplifies a partir de l'MN 
chromosomique extrait des isolats 85P 
et K6 de H. pylori en utilisant 8 
paires d« amorces conformement a la 
figure 10. Les prodaits d« amplification 
ont ete separes par electrophorese sur 
un gel d'agarose a 1,4%. Les valeurs de 
chaque cote du gel correspondent aux 
dimensions (en kilobases) de l'echelle 
de 1 kb utilisee comme standard. 

Figure 11 immunobuvardage a 1'aide d'anticorps 

Figure 12 Mutagenese par transposon : Representation 
schematise de guatre etapes consecutives 
necessaires pour la construction de mutants 
dans une bacterie H. pylori 

Conjugaison 1 : 1« transferable P 0X38 du 

groupe IncF hebergeant le transposon KiniTn3-K» est 
introduit dans . E.coli HB 101 contenant 1) le plaraide 
PTCA exprimant de f aeon constitutive la transpose Tn3 
"(TnpA) et immun a Tn3 compte tenu de la presence de la 
sequence Tn3-38b P et 2) le vecteur suicide de 
conjugaison contenant le fragment clone de H. pylon a 
nutageneiser. Les trans con jugants HB101 kanamycine sont 
cultives pendant 48 heures a 30'C et les bacteries sont 
conjuguees avec E.coli DH1 (Nal) . 

conjugaison 2 : les cointegrats resultant de la 
transposition de MiniTn3-Km dans le plasmide derive de 
PILL570 en 1' absence de resolvase sont selectxonnes 
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comme cointegrats kanamycine conjugatifs dans les 
cellules DHL 

Conjugaison 3 : les cointegrats sont introduits dans 
la souche NS2114 (Rif) hebergeant le gene ere, capable 
de produire une resolution par recombinaison specifique 
du cointegrat en deux replicons, l'un consistant dans 
le donneur d'origine pour le transposon (pOX38- 
MiniTn3-Km) et 1' autre consistant dans le plasmide 
hydride derivant de pILL570 dans leguel MiniTn3-Km a 
ete insere. La selection positive des formes resolues 
des cointegrats a ete obtenue par selection des 
transconjugants NS2114 a la kanamycine, sur un milieu 
contenant 3 00 fig/ml de kanamycine ainsi que 3 00 /zg/ml 
de spectinomycine. La derniere etape consistant en 
1 1 introduction de l'ADN mute chez H. pylori peut etre 
realisee en electroporant H, pylori avec l f ADN 
plasmidique extrait d' E.coli NS2114 (souche de 
reference), obtenu a 1' etape 3. 

Figure 13 Carte de restriction de HiniTn3 selon Seifert 
et al (1986 PNAS, USA, 83:735-739). 

L'etoile indigue dans le plasmide pILL570 le site de 
restriction gui ont ete modifies au cours de la 
construction du vecteur. 

I - IDENTIFICATION DES GEHBS 

MATERIELS ET METHQDES 

Souches bacteriennes , plasmides et conditions de 
culture 

H. pylori 85P a ete isole chez un patient atteint de 
gastrite, et correspond a la souche decrite dans 
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Labigne et al (J. Bacterid. 123: 1920-1931 (1991)). 
E.coli MC1061 (Maniatis et al (1983), Molecular cloning 
a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor N.Y.) a ete utilise C3mme note dans 
les experiences de clonage et E.coli HB101 (HsdR hsdM 
reA SUPE44 lacZ4 LeuB6 t>roA2 thi-1 Sm) (Boyer et al 
(1969) J. Mol. Biol. 41: 459-472) a ete utilise comme 
bote pour 1' analyse quantitative de 1' expression de 
1- urease. Les vecteurs et hybrides utilises dans cette 
etude figurent dans le tableau- 1. Les souches d'E i eolx 
ont ete cultivees dans du bouillon L sans glucose (10 g 
de tryptone, 5 g d'extrait de levure et 5 g de NaCl par 
litre, pH = 7,0) ou sur des boites de gelose L 
(contenant 1,5% de gelose) a 37'C. Les concentrations 
en antibiotigues pour la selection des transf ormants 
ont ete les suivantes (en milligrammes par litre) : 
kanamycine: 20, tetracycline: 8, ampicilline: 100, 
spectinomycine: 100, carbenicilline: 100. Pour 
!• expression de 1'activite ureasigue, les bacteries 
E.coli ont ete cultivees sur un milieu limitant la 
concentration en source d- azote constitue de milieu 
gelose minimum M9 sans ammonium (pH = 7,4) contenant 
0,4% de D-glucose comme source de carbone et, sauf 
indication contraire, 0,2% (p/v) de L-glutamine 
sterilisee par filtration et fraichement preparee 
(Pahel et al (1982) J. Bacterid. 150: 202-213) comme 
source d 1 azote. 



rinr.a ge moleculal re et analyses de l'ADN 

Les digestions avec une endonuclease de restriction, le 
remplissage des extremites et les autres- manipulations 
courantes de l'ADN ont ete effectues selon les 
techniques standard de Maniatis et coll. (Maniatis et 
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al (1983), Molecular cloning a laboratory manual, cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor N.Y.). Les 
digestions partielles avec Sau3 A ont ete faites a 20 *c 
de facon a ralentir 1' activite enzymatique. Les 
endonucleases de restriction, le grand fragment de 
l'ADN polymerase I, l'ADN polymerase de T4 (utilisee 
pour rendre f ranches les extremites des fragments) et 
l'ADN ligase de T4 ont ete foumis par Amersham Corp. 
La phosphatase alcaline d'intestin de veau a ete 
fournie par Pharmacia. Les -fragments d'ADN ont ete 
separes par electrophorese sur des blocs horizontaux de 
gel contenant 1 ou 1,4% d' agarose et traites dans des 
tampons Tris-acetate ou Tris-phosphate (Maniatis et al 
(1983), Molecular cloning a laboratory manual. Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor N.Y.). Une 
echelle de 1 kb (Bethesda Research Laboratories) a ete 
utilisee comme standard de poids moleculaire. 
L' electrocution des fragments d'ADN a partir des gels 
d' agarose contenant du bromure d'ethidium (0,4 (ig/nl) a 
ete effectuee comme precedemment decrit (J. Bacterid . 
173 : 1920-1931 (1991) , Labigne et al) . 



Activite ureasique 

La detection de 1' activite ureasique a ete effectuee 
par remise en suspension de 10 9 bacteries dans 1 ml de 
milieu uree-indole (Diagnostic Pasteur) et incubation a 
37 *C pendant des periodes variables. La liberation de 
1' ammoniac due a 1' activite ureasique a eleve le pH en 
provoquant un virage de 1" orange au rouge. 

L' activite ureasique a ete mesuree selon la reaction de 
Berthelot, selon une modification du mode operatoire 
precedemment decrit (Ferrero et al (1991) Microb. Ecol. 
Hlth. Dis. 4: 121-134). Succinctement, les bacteries 
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oat ete recueillies a partir de boites de gelose dans 
2,0 ml de NaCl a 0,85% sterile et centrifugees a 12 000 
tr/min pendant 10 minutes a 4'C. Les culots ont ete 
laves deux fois dans du NaCl a 0,85% et remis en 
suspension dans du tampon phosphate de sodium, a 100 mM 
( P H 7,4) contenant 10 mM d'EDTA (PEB) . Pour preparer 
les extraits traites aux ultrasons, les cellules ont 
ete lysees par guatre impulsions de 30 s avec un 
Branson Sonifier Model 450 regie a 30 W, cycle 50%. Les 
debris cellulaires ont ete elimines avant les 
determinations de 1 'urease. Les echantillons 
fraichement prepares (10-50 mD ont ete ajoutes a 200 
M l de solution substrat d'uree (uree 50 mM preparee 
dans le PEB) et mis a reagir a la temperature ordinaire 
pendant 30 minutes. Les reactions ont ete arretees par 
addition de 400 ftl de reactif de phenol-nitroprussiate 
et 400 nl de reactif hypochlorite alcalin. Le melange 
reactionnel a ete incube a 50 'C. Des blancs, dans 
lesquels l'activite ureasigue etait inactivee par 
1- ebullition pendant 5 minutes avant 1' addition du 
substrat, ont ete traites de facon semblable. La 
guantite d' ammoniac liberee a ete determinee a partxr 
d'une courbe d'etalonnage etablissant la relation entre 
et la concentration en ammonium (a partir de 
NH A C1). On a considere que la liberation de 2 pool 
d'ammoniac eguivalait a 1'hyrdolyse de 1 Mmol d'uree. 
L'activite ureasigue a ete exprimee en /mol d'uree 
hydrolysee/min/mg de proteine bacterienne. 



Determination des p roteines 

Les concentrations des proteines ont ete determinees 
selon l'essai de Bradford (Sigma Chemicals). Pour 
solubiliser les proteines dans les extraits de cellules 
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entieres, les suspensions cellulaires preparees dans du 
TPE ont ete centrifugees et les culots ont ete remis en 
suspension dans une solution d 'octyl-0-D-glucopyranno- 
side, afin d'etablir une concentration finale en 
detergent (dans le reactif colorant) de 0,1-0,2% (p/v) . 

Mutaqenese — de transposon et construction de 

mutants 

Le systeme d'apport MiniTn3-Km a ete utilise pour 
produire des mutations par insertion aleatoire dans le 
fragment d'ADN clone dans pILL570. 

Le systeme MiniTn3 decrit par Seifert et al (198 6 PNAS 
USA 83: 735-739) faisant intervenir le plasmide P 0X38 
en tant que donneur de 1- element transposable et le 
plasmide pTCA agisant en trans et apportant 1' enzyme 
transposase Tn3 (Seifert et al 1985 Genetic Engineering 
Principles and Methods Vol. 8: p.123-134 Setlow, J. and 
Hollaeinder, A. Editors, Plenum Press New-York), et la 
souche NS2114 hebergeant le gene ere codant pour la 
recombinase Pi specifigue pour le site lpx ont ete 
utilises pour la mutagenese de fragments d'ADN avec les 
modifications suivantes : 

i) le MiniTn3 a ete modifie en enlevant le 
fragment Bgll-EcoRI du gene codant pour la p- 
lactamase dans le plasmide pTn (Seifert et al 1986 
precite) , et en le remplacant par la cassette 
kanamycine Clal-C. jejuni (1,4 kb de longueur 
decrit par Labigne-Roussel et al (1988 J. 
Bacteriol. 170: 1704-1708)). ce nouvel agent 
d« insertion MiniTn3-Km a ete transpose dans le 
plasmide transferable pOX38 tel que decrit par 
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Seifert et al (1986 precite) conduisant a 
l'obtention du plasmide pILL553; 

i±) on a utilise le vecteur suicide P ILL570 
spectinomycine conjugatif prealablement decrxl : par 
iLigne et al (1991 J. Bacterid. 173: 1920-193 ) 
pour le clonage du fragment utilise pour la 
Ltagenese. Ce vecteur suicide etait derxve de 
PILL560 (Labigne-Roussel et al 1988 J. Bacterxol^ 
170- 1704-1708) dont les sequences d • ADN 
~ponsables de l-immunite a Tn2 ont ete deletees; 

iii) le plasmide incP, pRK212.1 du "complementing 

„• ^ *1 1979 PNAS USA 76: 
plasmid" (Figurskx et al 1979 — 

1648-1652) a ete introduit par conjugaxson dans 
Ecoli souche NS2114 et un mutant rifampxcxne 
^o^ne de NS2214 hebergeant le gene ere a ete 
obtenu et utilise pour la selection des 
transconjugants hebergeant le cointegrat; 

iv) la resolution efficace des cointegxats 
rproduits de co-integration) a ete selectionnee de 
maniere positive grace au grand nombre de copxes 
du plasmide derive de P ILL570 en deposant sur des 
boites le troisieme melange obtenu sur un mxlxeu 
contenant 500 W de kanamycine et 300 Mg de 
spectinomycine . 



Seouenca ge de 1 1 ADN 



Les fragments appropries d'ADN ont ete clones dans 
H13m P 19 et M13BP1S (Meissing et a! (1982, Gene 19. 
26 =,- 2 76) pour lire independent les deux brins 
Lpie,entaires. Les clones contenant les fragments 
d.insertion ont et* identifies 4 Vaide de X-Gal (5- 
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bromo-4-chloro-3-indolyl-0-D-galactopyrannoside) e t 
d 1 isopropyl-0-D-thiogalactopyrannoside . Les brins 
simples des plasmides recombines M13mpl8 et M13mpl9 ont 
ete obtenus selon la methode au polyethyleneglycol 
(Sanger et al (1980) J. Mol. Biol. 143: 161-178). Le 
sequenpage a ete effectue selon la methode d 1 arret de 
chaine avec des didesoxynucleotides (Sanger et al 
(1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467) a 
l'aide du necessaire Seguenase (United States 
Biochemical corp.). Le sequengage de 1 1 ADN bicatenaire 
a egalement ete effectue par arret de chaine avec des 
didesoxynucleotides avec le necessaire Seguenase par 
emploi d 'ADN plasmidique purifie sur un gradient de 
chlorure de cesium (Zhang et al (1988) Nucleic Acids 
Research. 16: 1220). Des echantillons de 3 fig d 1 ADN ont 
ete d'abord denatures avec line solution de NaOH 1 M 
(volume total 20 pi), puis neutralises avec 2 /xl 
d' acetate d' ammonium 2 M (pH 4,6). L 1 ADN a ete 
precipite apres addition de 60 pi d'ethanol a 100% 
glace, incubation a -70 *C pendant 10 Minutes et 
centrifugation a 4 # C pendant 20 minutes. Apres lavage 
avec 60 m! d'ethanol a 80% glace, le culot a ete remis 
en suspension dans 10 ^1 de tampon de seguenq:age 
contenant 0,5 pmol de 1» amorce et incube pendant 3 
minutes a 65 *C. Apres une periode d» incubation de 3 0 
minutes a la temperature ordinaire, le sequengage a ete 
effectue. 

RE8ULTATS 

Detection de l'activite ureasiqrue dans une souche 
hote d'E.co li heberqeant le cosmide recombinant 
PILL585 
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Des 



ue s transients d-fcali hebergeant 1. co-ud. 
pItL5e5 ont ete etales sur du milieu minimum m glucose 
additions d. 0,2* de 1-glutamine (comme ^» »«~ 
d-azote) ou du milieu I, et incubes a 37"C pendant 48 
neures. Les transformers ont ete ensure cnbles 
relativement a !• activite ureasigue salon une essai 
colorimetrique gualitatif effectue dans du mxlieu 
uree-indole. L'activite n'a ete observee que dans les 
transformers de S^coli HB101 ay.nt subi plusxeurs 
passages (plus de 5 passages, "sur le milieu ^ 
37 -C en conditions d'aerobie. Ce sont done les 
conditions qui ont ete utilisees pour la determination 
qualitative de !■ expression de !• urease dans les clones 
T'Z.coli. Aucune activite ureasigue n'a ete detectee 
dances' transformants cultives sur un milieu riche en 
azote. 

La transformation de la souche E^coli HB101 avec le 
plasmide P ILL590 contenant un fragment de 4,2 Kb, 
identifie comme la region minimale necessaire a 
l.expression de 1'urease dans C^jejuni (Labxgne et ai 
M991) J. Bacteriol. 173: 1920-1931) dans les cellules 
d <E.coli, meme apres culture et passages dans un milieu 
liml^ la concentration en source d' azote. Cela 
implique que les genes presents sur le cosmide, maxs 
absents du plasmide pILL590, sont necessaires a 
1- expression de 1' urease chez E.coli . 




En !■ absence d' activite ureasigue detectable dans la 
souche d' E.coll hebergeant le plasmide recombinant 
PILL590, le fragment d- insertion de 34 kb du cosm.de 
PILL585 a ete soumis a une digestion partielle avec 
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1 1 endonuclease Sau3 A pour produire des fragments 
compris entre 7 et 12 kb. lis ont ete traites a la 
phosphatase alcaline, pour eviter tout rearrangement du 
genome initial, et ligatures au plasmide pILL57 0 
linearise avec BamHI. Apres transformation dans E.coli 
HB101, chague transfonnant resistant a la 
spectinomycine a ete soumis a un essai ulterieur de sa 
capacite a hydrolyser !■ urease dans des conditions 
d' induction. Un clone presentait un phenotype urease- 
positif. II hebergeait un plasmide recombinant appele 
PILL753. Ce plasmide contenait un fragment d' insertion 
de 11 , 2 kb. Les sites de reconnaissance BamHI et 
Hindlll ont ete cartographies relativement aux sites de 
restriction uniques Eco Rl et Pst I du vecteur pILL570 
(figure 1) . La comparaison de la carte de restriction 
du plasmide pILL753 avec celle du plasmide recombinant 
precedemment deer it pILL590 a demontre que le fragment 
d' insertion de pILL753 avait un fragment d'ADN 
additionnel de 4,6 kb situe en aval des quatre genes 
de 1' urease precedemment identifies dans le plasmide 
PILL590 (c"est a dire ureA, ureB y ureC et ureD) . 

Optimisation de I'activite ureasigue dans E,coli 
HB101 

Pour definir les conditions de culture assurant 
l 1 expression optimale des genes de I 1 urease de 
H. pylori dans E.coli , I'activite de clones hebergeant 
pILL753 a ete evaluee quant itativement apres culture 
sur un milieu minimum additionne de diverses sources 
d 1 azote. Dans tous les cas, un milieu de base minimum 
solide a ete utilise, car des etudes ont montre que 
I'activite ureasigue etait tres faible, dans les 
cultures effectuees dans un milieu liguide. 
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Les activates relatives des cultures sur des nxHeux 
completes par L-arginine, L-glutamine, L-glutamate, 
NH 4 C1 et l'uree (chacun a una concentration finale de 
10 mM) etaient respectivement : 100%, 36%, 27%, 46% et 
20%. 

L'activite ureasigue a ete optimale dans les cultures 
effectuees sur un milieu additionne de L-arginine. 
L'activite ureasigue n'a pas ete detectee dans les 
cultures effectuees sur un milieu riche en azote. 

Bien gue la presence d'ions Ni 2 * libres puisse avoir un 
effet de stimulation de l'activite ureasigue (Mulrooney 
et al (1989) J. Gen. Microbiol. 135: 1769-1776 et 
Mobley et al (1989) Microbiol. Rev. 53: 85-108), ceci 
ne s'est pas manifest* sur l'activite ureasigue des 
cellules hebergeant pILL753. 

L' analyse au cours de 1' expression de 1- urease dans le 
clone d' E.coli portant pILL753, cultive dans diverses 
conditions, a indigue gue l'activite ureasigue maximale 
etait obtenue apres 3 jours de culture aerobie a 37'C 
sur du milieu minimum additionne de L-arginine (figure 
2). L'activite ureasigue dans les cultures effectuees 
sur un milieu riche en azote etait meilleure apres 
culture en microaerobiose. En revanche, des conditions 
de microaerobie ont eu un effet repressif sur les 
activites des cultures limitees en azote. 

L'activite ureasigue des cellules E JL coli hebergeant 
PILL753 en culture en conditions d- aerobie pendant 3 
jours a 37-C dans un milieu minimum additionne avec de 
l-arginine, etait 0,9 ± 0,4 ^mol d'uree hydrolyse par 
minute, par mg de proteine. Par comparison l'isolat de 
H. pylori utilise pour doner les genes de 1 'urease 



WO 93/07273 PCIYFR92/00921 

45 

hydrolysait I'uree a un taux de 23,2 ± 2,3 /mol/xnn/mg 
proteine. 

Identification et localisation des genes 
necessaires a l'activite ureasique dans une souche 
hote d'E.coli 

Pour determiner la region d'ADN necessaire an phenotype 
urease-positif, des derives de pILL753 port ant 
1 'element transposable MiniTnJ-Km ont tout d'abord ete 
isoles selon un mode operatoire precedemment decrit 
(voir Materiel s et Methodes) . Des trans f ormants 
d' E-coli HB101 portant les transposons ont tous ete 
cribles relativement a l'activite ureasique. lis ont 
ete appeles pILL753::x oil x designe le site d 1 insertion 
de MiniTn3-Km tel gu'il apparait sur la carte de la 
figure 1. Sur les 24 insertions choisies pour 
l 1 analyse, 10 derives avaient totalement perdu la 
capacite d'hydrolyser l'uree (2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 
12, 13 et 14), tandis que 14 conservaient le phenotype 
urease-positif . Ces resultats confirment que toute 
mutation d 1 insertion ayant une cartographie 
correspondant aux genes ureA ou ureB (mutants 2, 3, 4, 
5 et 6) abolit l'activite ureasique, mais demontrent 
egalement qu»un fragment d'ADN de 2,6 kb situe plus en 
aval du gene ureB est necessaire a 1' expression d'un 
phenotype urease-positif dans E.coli cultive dans des 
conditions limitant l'a2ote. En revanche, a partir des 
resultats relatifs a la mutagenese des transposons, un 
fragment d'ADN de 600 pb situe immediatement en aval du 
gene ureB ne s'est pas revele etre essentiel a 
l 1 expression de 1'activite ureasique dans E* coli . 



Des analyses additionnelles comprenant 1 'etablissement 
de deletions dans le fragment d* insertion pILL753 ont 
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ete effectives pour mieux comprendre les conditions 
necessaires a 1' expression d'une urease active dans les 
cellules d' E.coli . Des sous-clones d'E^coli portant les 
derives plasmidiques out fait l'objet d'une 
determination quantitative de 1' activite ureasigue dans 
les conditions de limitation de 1- azote definies ci- 
dessus. Les resultats sont resumes au tableau 2. Tous 
les sous-clones etaient des derives du meme vecteur 
PILLS70, si bien que les resultats peuvent etre 
compares. L'un deux, le plasmide pILL768, a ete obtenu 
par autoreligature du grand fragment EcoRI product a 
partir du produit de digestion par une enzyme de 
restriction du plasmide pILL753::16 (figure 1). Cette 
construction a conduit a une deletion de 2,95 kb a 
1-extremite 3' du segment d' insertion pILL753. Les 
cellules portant ce plasmide expriment une activite 
urease comparativement faible (tableau 2) . Le plasmide 
PILL763, a ete obtenu par clonage du fragment de 
restriction Clal-Pstl du plasmide pILL753::l dans le 
vecteur P ILL570 linearise. Cette construction, dans 
laquelle un fragment d'ADN de 1,75 kb contenant les 
genes ureC et ureD, precedemment decrits, etait 
supprime, exprimait une activite ureasigue 
approximativement deux fois plus fortes que celles des 
cellules hebergeant pILL753. Dans aucun cas, des 
deletions ou des insertions n'ont conduit a une 
activite ureasigue constitutive. 

anal yse de la sequence de 1 b region necessaire a 
1' expression de 1' u rease dans E.coli 

Dans le fragment de 11,2 kb necessaire a 1« expression 
de 1« urease dans E.coli , un fragment d'ADN de 3,2 kb 
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localise immediatement en aval du gene ureB, a ete 
identifie suivant la strategie de la figure 3. 

i) les fragments Hind lll de 1,2 kb et 
BamHI -Hind lll de 1,3 kb, ont ete sequences 
independamment apres : a) clonage des fragments de 
restriction precites, b) des fragments SpHI- BamH I , 
SgHl-Hindlll , c) des fragments BamHI-Hindlii des 
plasmides pILL753 : : 12 , pILL753 : : 11 ; pILL753 : : 10 
dans l'ADN des phages M13mpl8 et M13mpl9; 

ii) les fragments de restriction Hindlll de 1,2 
kb, BamHI-PstI de 3,8 kb et BamHI-PvuII de 1,3 kb 
provenant des plasmides pILL753 et pILL589 
(precedemment decrits) ont ete clones dans l'ADN 
des phages M13mpl8 et M13mpl9; 

iii) douze amorces oligonucleotidigues ont ete 
synthetisees pour confirmer la lecture et produire 
des sequences chevauchant les trois fragments 
sequences independamment, Ces amorces ont ete 
utilisees pour des analyses de sequen^age d'ADN 
double brin, 

L* analyse de la sequence a revele cinq cadres de 
lecture ouverts (ORFs) appeles urel, ureE, ureF , ureG 
et ureH. Ces genes sont tous trans cr its dans la meme 
direction et il est prevu qu'ils codent pour des 
peptides de 195, 170, 256, 199 et 265 acides amines. 
Aucun ORF de longueur notable n ! a ete observe sur le 
complement inverse de la sequence illustree par la 
figure 4. Les cinq ORF debutent par le codon de depart 
caracteristique ATG. Quatre des cinq ORF etaient 
precedes de sites semblables a la sequence consensus de 
liaison au ribosome (Shine-Dalgarno) d' E.coli (Shine et 
al (1974) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71: 1342-1346). 
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Les regions d'amont de chaque ORF ont fait l'ob^et 
d'une recherche de la presence des sites de regulation 
azotee avec la sequence TGGYAYKN 4 YYGCZ dans laguelle 
Y = T ou C, R = G ou A et Z = A ou T (Morett et al 
(1989) J. Mol. Biol. 210: 65-77). Un seul site a ete 
trouve a 210 pb en amont du locus ure_G. Sa position 
precise est representee sur la figure 4. Des sequences 
consensus de type promoteur d'E.coli (*70) ont ete 
observees en amont des genes urel, ureF et ureH 
(TTGACA, -35 et TATAAT, -10). 
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TABLEAU 2 : 

Mut.gi.is. de .l'««.«J«» £.fe££3. l!=l" e L^ 
aiote 



- 




Valeurs moyennes 


Plasmide 


Genotype different de 
E.coliHBlOl pILL753 


Activite urease 
(tmol urea/min/ 


pILL753 (2) 




0/86 ± 0 f 39 






pILL753 : : 3 


ureA degradee 


neg [ j ; 


pILL753 : : 6 


ureB degradee 


neg 


pILL753: :8 


urel degradee 


1,1 ± 0,23 


pIIiL753: :10 


ureF degradee 


neg 


pILL753: :11 


ureG degradee 


neg 


pILL753 : : 13 


ureH degradee 


neg 


pILL753: :16 


insertion en aval 
ureH 


0,66 ± 0,11(4) 


pILL763 


ureC et ureD deletees 


2,14 ± 0,16 


pILL768 


deletion en 3 1 en aval 
de ureH 


0,57 ± 0,28 



(1) 



(2) 



(3) 
(4) 
(5) 



Bacteries mises en culture dans un milieu aerobie 
pendant 3 jours sur milieu minimum M9 complete 
avec 0.01 M L-arginine a 37 *C. 

Pour comparison, l'activite ureasique de H. pylori 
85P, isolat a partir duquel l'ADN a ete clone, 
etait de 23 ± 2.3 ftmol urea/min/mg proteine. 
Aucune activite ureasique n'a ete detectee. 
Resultat pour une mesure particuliere : 0,73 
Resultat pour une mesure particuliere : 0,10 
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DISCUSSION 



Le premier cas d' expression fonctionnelle de genes 
provenant de H. pylori dans des souches d' E.coli est 
presente ici. 

Ceci a ete possible en cultivant des cellules de E.coli 
hebergeant le cosmide recombinant de 1 "urease plLL585 
(Labigne et al precite - 1991) sur un milieu minimum 
contenant une source limitant 1' azote. Les resultats 
obtenus ont permis de montrer que les genes de 1 'urease 
de H. pylori pouvaient Stre sous le controle du systeme 
de regulation de 1' azote (NTR) ; et que l'activite 
ureasique dans les cellules de E.coli etait dependante 
de la presence d'un ensemble de genes qui ont ete 
decrits dans les pages precedentes. Cet ensemble de 
genes a ete localise immediatement en aval des quatre 
genes ureA, ureB, ureC et ureD decrits dans la 
publication de Labigne et al, 1991 precitee. Ces 
nouveaux genes sont situes sur un fragment de 3,2 kb 
comportant cinq cadres ouverts de lecture qui sont 
designes par urel . ureE, ureF , ureG et ureH. 

La mise en oeuvre de mutations insertionnelles , et de 
deletions, au niveau du fragment d'ADN de 11,2 kb 
(PILL753) sous-clone a partir du cosmide d'origine, a 
permis de montrer que les genes ureA, ureB . ureF , ureG 
et ureH etaient necessaires a 1 'expression de 
l'activite ureasique dans E.coli . Au contraire des 
mutations insertionnelles a l'interieur du gene urel 
n'ont pas affecte sensiblement l'activite ureasique 
dans les cellules de E.coli . La deletion du gene ureC 
et du gene ureD (comme dans le plasmide pILL763) a 
resulte dans des activites qui etaient 
significativement plus fortes que celles obtenues dans 
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les cellules portent les plasmides avec les loci 
intacts, suggerant un role regulateur de cette region 
au cluster du gene de 1' urease de H. pylor i. 
II apparait clair gue pILL753 ne porte probablement pas 
i.ensemble des elements necessaires a ^expression 
complete de 1 ■urease. La principal, preuve pour cela 
est cue : d'une part les cellules de P^coli hebergeant 
pILL7S3 avaient une activite ureasigue 
approximativement 25 xois plus - rattle que celle de 
l.isolat „■ oviori utilise a 1'origine pour le clonage^ 
a' autre part la deletion de la region en aval de ureH 
(pILL768> a conduit 4 une diminution considerable de 
l.activite ureasigue. II est interessant de remarguer 
gue e. jejuni necessite la presence d'un nombre de 
genes plus faible pour !• expression enzymatigue en 
comparaison avec les resultats obtenus Chez f^oli. En 
conseguence c. jejuni doit etre capable de complementer 
les fonctions des genes clones de H. pylori . 
La necessite de genes accessoires a egalement et«S 
aemontree pour les wmWrnml. stuartii (Mulrooney et 
al (1988) J. Bacterid. 170= 2202-2207), un f^coli 
urease positif (Collins et al - Ml . .^Jf 
nneumonia (Gerlach et al (1988, FEMS Microbiol. Lett 
SO- 131-135) , vulgaris (Morsdorf et al (1990) 

^HS Microbiol. Lett. 66= 67-74), Sta phylococcus 
.,„, n , h vticus (Gatermann et al (1989) Infect. Immun. 
5,. 2998-3002), eerooenes (Mulrooney et al - 

M90) et mirabilis (Jones et al (1989) J. Bact. 

171: 6414-6422 et Walz et al (1988) J. Bacterid. 170 = 
1027-1033) . 

La figure 5 presente une comparison de trois regions 
codant pour 1' urease, pour plusieurs especes de 
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bacteries et montre les similitudes ainsi que les 
particularity de chacune. Le degre de parente, en 
terme d 1 organisation genetigue et de polypeptides 
codes, est plus fort entre P. mirabilis et K. aerogenes 
que pour chacun d' entre eux vis a vis de H, pylori . 
Alors que le polypeptide UreG de H. pylori presentait 
une similitude forte avec celui de K« aerogenes (92% de 
conservation et 59% d* identity, les degres de 
(conservation et identite) entre les polypeptides UreE 
et DreF de H. pylori et K. aerogenes etaient : (33% et 
14%), (44% et 11,6%), respectivement. Mulrooney et al 
ont constate que les genes de K. aerogenes codant pour 
les proteines accessoires UreE, Urel et UreG sont 
impliquees dans 1 • activation de 1 • apoenzyme par 
incorporation de nickel dans des sous-unites de 
1' urease, Du fait de la presence de series de residus 
hystidine a 1'extremite carboxy-terminale du 
polypeptide UreE de Klebsiella et de Proteus, Mulrooney 
at al ont propose que UreE pourrait interagir avec le 
nickel pour le transferer ensuite a 1» apoenzyme. Une 
telle serie de residus n'a pas ete trouvee sur le 
polypeptide UreE de H. pylori ni sur aucun autre des 
produits des genes ureases. 

La recherche de similitudes entre la sequence d'acides 
amines deduite des genes de 1' urease de H. pylori et 
les sequences consensus impliquees dans un site de 
liaison de I'ADN (Pabo et al - 1981) ou dans des sites 
de liaison de l'ATP (Higgins et al - 1985) a permis 
1 1 identification d'un site de liaison de l'ADN a 
l'interieur du produit du gene urel (figure 4). De plus 
un site de liaison de l'ATP bien conserve (-GVCGSGKT-) 
existe a I'extremite NH2-terminale du produit du gene 
ureG, 
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La region de 1 'urease de H. pylori presente certains 
elements uniques qui sent les suivants s tout d-abord 
les genes ureC, ureD, urel sont uniques pour H. pylon . 
Ensuite la region de 1-urease consiste en trois blocs 
de genes qui sont transmits dans la meme direction et 
presented une region intergenique de 420 bp entre ureD 
«t ureA et 200 bp entre ureB et urel. Ceci suggere une 
organisation genetique particuliere a H. pylori , dans 
laquelle les trois blocs de genes peuvent etre regules 
independamment. . 

II est generalement admis que la synthese d-urease par 
H pylori se fait de facon constitutive. Les resultats 
presentes ici tendent a montrer que 1« expression des 
genes de 1 -urease de H. pylori pourrait en fait etre 
sous le controle d'un systeme de regulation. En effet 
!• expression des genes ureases de H. pylori une fois 
transferes chez E.coli , est totalement sous le controle 
du systeme de regulation de 1' azote (TO). H est 
possible que les genes de 1 -urease de H. pylori , soient 
directement dependants de la synthese des produits des 
genes ntrA, ntrB, S£l£ de E.coli mais on ne peut 
exclure qu-ils soient dependants de 1' expression d'un 
ou de plusieurs autres genes codant pour une (des) 
proteine (s) regulatrice (s) analogue (s) aux produits 
ntr de E.coli . Sur la base de ces donnees on peut 
penser que des parametres physiologiques, tels que la 
presence d-un milieu solide ou d'une atmosphere 
microaerophile puisse jouer un role dans 1-expression 
de 1 -urease chez H. pylori in vitro ou invxyo. 
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PREPARATION DB SOUCHES HUT ANTES 

■ Souches utilisees pour les experiences 
d'electroporation : plusieurs souches isolees de 
biopsies ont ete testees pour - leur aptitude a 
etre electroporees incluant la souche 85P 
decrite dans la publication de Labigne et al - 
1991 precitee, a partir de laquelle le clonage 
initial des genes de l" urease a ete realise. Une 
seule souche designee N6 deposee a la CNCM sous 
le num6ro 1-1150 le 3 Octobre 1991, a donne des 
resultats positifs. 

Creation des mutants dans le fragment clone du 
chromosome de H. pylori , souche 85P : les 
mutants sont prepares par mutagenese a 1 1 aide 
d'un transposon (MiniTn3-Km) qui permet 
1' insertion au hasard de 1" element (element de 
transposition). Le site d' insertion de chacun 
des elements de transposition a ete defini par 
analyses de restriction des plasmides derives 
(cf figure 1) . 

Electroporation : lo 10 cellules de H. pylori ont 
ete recoltees sur gelose au sang (10% de sang de 
cheval) lavees dans une solution de 
glycerol/sucrose (15% v/v et 9% w/v) et 
resuspendues sous un volume de 50 /xl a 4*c. 500 
ng d'ADN plasmidigue purifie sur CsCl et dialyse 
extemporanement contre de l'eau distillee ont 
ete ajoutes sous un volume de 1 fil aux cellules 
a 4*C. Apres 1 minute sur la glace les cellules 
d'ADN ont ete transferees dans une cuvette 
d'electroporation prerefroidie a -20 *C (BioRad 
ref : 165-2086, de 0,2 cm de largeur) , puis 
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placee dans 1 -appar.il "Gene pulser Apparatus - 
BioRad) pour leguel il a ete fixe les parametres 
suivants : 25F, 2.5kV et 200 ohms. Apres avoir 
delivre 1'iiapulsion electrique avec des 
constantes de temps 4,5 a 5 msec, les bacteries 
ont ete resuspendues dans 100 M l de tampon SOC 
(2% Bacto tryptone, 0,5% Bacto yeast extract, 10 
mM NaCl, 2,5 mM KC1, 10 mM MgCl 2 , 10 mM MgS04, 
20 mM glucose) , et inoculees sur gelose au sang 
non selective (sans kanamycine, mais incluant 
vancomycin, trimethoprims, polymixine, acide 
nalidixique, amphotericin B) pendant 48 heures 
a 37 -C sous atmosphere microaerophile. Les 
bacteries sent ensuite recoltees, resuspendues 
dans un volume de milieu Brucella (0,5 ml) et 
100 nl de la suspension sent etales sur boites 
de gelose au sang selective (incluant 20 ng/*l 
de kanamycine et le coktail antibiotigue decrit 
ci-dessus). La croissance de bacteries 
transferees et resistantes a la kanamycine 
apparait apres 4 jours d' incubation a 37 -c en 
atmosphere microaerophile. 

Les autres techniques incluant PCR, Southern, et 
Western sont des techniques classiques. 



RESULTATS 

Deux mutations generees par insertion de MiniTn3- 
Km dans le gene ureB present sur le plasmide P ILL753 
ont ete etudiees en detail. H s'agit des mutations 
numerotees 3 et 4. La position precise de chacune des 
insertions est donnee a la fi^re 6. Les plasmides 
correspondant a ces insertions ont ete prepares, 
purifies et concentres. Des bacteries resistantes a la 
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kanamycine presentant toutes les caracteristigues de 
souche N6 H. pylori utilisee pour 1 ' electroporation ont 
ete obtenues; elles sont totalement incapables 
d ' hydrolyser 1 ' uree . 

Des controles ont pennis de verifier que la souche 
mutante est une souche isogenigue : 

* bien que "urease negative" les souches ont les 
proprietes biochimigues caracteristigues des 
bacteries appartenant a l'espece H. pylori 
(oxydase, catalase, sensibilite a l'oxygene); 

* les bacteries meres (N6) (CNCM n'I-1150) et les 
bacteries isogenigues N6::TnKm-3 et N6::TnKm-4 
ont les mimes profils de restriction apres 
digestion enzymatique des ADN totaux (cf figure 
8) ; 

* apres amplification enzymatique a l'aide des 
primers specifigues de H. pylori et seguencage 
du produit amplifie, les memes seguences 
nucleotidigues ont ete trouvees alors gue des 
souches independantes de H. pylori ne presentent 
jamais la meme seguence, mais au contraire un 
polymorphisme genigue important; 

* 1« analyse par hybridation type Southern des 
profils de restriction par BamH I et Hind lli des 
ADN des souches parentales et mutees temoigne du 
remplacement des genes (figure 7 et son 
interpretation figure 6) . 

Une des difficultes rencontrees provient du fait 
que la souche transforaee (N6) n'est pas celle a 
partir de laguelle le clonage des genes de 
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i-urease a ete realise, cette demiere souche 
etant la souche 85P et que les sites de 
restriction HindHI et BamHI ne sont pas 
conserves d'une souche a 1'autre « une sonde 
correspondant au fragment de 8,1 Kb provenant de 
PILL590 (figure 1) montre clairement des profil. 
de restrictions Hindlll qui different entre K6 
et 85P (figure 9), en particulier absence des 
fragments de 1,25 Kb et 1,15 Kb. Par centre les 
fragments Hindlll de 4,1 Kb et BamHI de 5,1 et 
de 1,3 Kb sont conserves. II a done ete verify 
par amplification enzymatique (PCR) a l'aide 
d- oligonucleotides repartis sur 1'ensemble de la 
region correspondant aux genes ureA, ureB, ure£ 
et ureD) que les produits d • amplification 1 a 
montres figure 10 etaient les memes dans les 
deux souches, et que 1- absence des sites de 
restrictions Hindlll refletait le polymorphism 
genique et non un rearrangement majeur de la 
region urease. Une telle verification faite, il 
est possible de confirmer sans ambiguite le 
replacement genique de 1' allele sauvage par 
1- allele mute dans les deux mutants crees. 

enfin il a ete verifie par immunobuvardage a 
1-aide d'anticorps anti-urease, ou anti 
H. pylori prepares chez le lapin, ou anti-H. 
pylori presents dans le serum de patients 
i^ectes par H. pylori , que les souches mutees 
N6-:TnKm-3 etN6::TnKm-4 n • exprimaient plus le 
polypeptide de 61 KDaltons code par le gene ureB 
et done que le gene ureB de ces souches avaxt 
bien ete interrompu (figure 11) • 
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V Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle 
est constituee par, ou en ce gu'elle comprend au moins 
une des sequences nucleiques correspondant aux genes 
appeles ureE, ureF, ureG, S£&f ^ et repondant aux 
enchainements nucleotidiques presentes a la figure 4 
ou, toute partie d'au moins une de ces sequences 
nucleiques . 

2/ Sequence nucleotidique selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle est modifiee par deletion,' 
addition, substitution ou inversion d'un ou plusieurs 
nucleotides de telle facon que les propriety 
fonctionnelles des polypeptides codes par ces sequences 
modifiees sont soit conserves soit attenuees, voire 
supprimees, par rapport aux proprietes des polypeptides 
UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel,tels gu'exprimes par 
H<PYlori ' ou de telle fa?on que cette sequence modifiee 
n'exprime pas de polypeptide che 2 H. pylori . 
3/ Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caracterisee en ce qu'elle est 
constituee par ou en ce qu'elle comprend : 

a) 1' ensemble des sequences nucleiques 
correspondant aux genes appeles ureE, ureF, ureG , 
ureH, urel et repondant aux enchainements 
nucleotidiques presentes a la figure 4 ou, 

b) 1' ensemble forme par les sequences nucleiques 
(variantes) correspondant a ces genes modifies 
independamment les uns des autres, de telle facon 
que 1' ensemble de ces variantes code pour des 
polypeptides ayant une homologie f onctionnelle 
avec les polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou 
Urel tels qu'exprimes par H. pylori . ou au 
contraire code pour des polypeptides modifies, 
pour attenuer voire supprimer les proprietes 
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fcnctionnelles des polypeptides flreE, UreF, »e=. 
0r eH =u »rel tels gu'expriBes par H. ^"i „o», 
„. e st Plus exprtae en tant go. polypeptides. 
4/ Enchainement nucUotidigue caracterise en =e „ U 
'a,*^ fragment .-una stance nucleotide selon 
Lie guelcongue des revendications 1 ou 2 , l-xt 
fr^nf covenant au moins 15 nucleotides, ce 
fragment pouvant notamment etre choisl . de 

. des fragments, ayant conserve la capacrte a 
ccder pour des polypeptides ayant una hcmolog e 
fonctionnelle avac les polypeptides tel 
cu'obtanus par expression d'un gene chore! parmi 
ureE, uraF, ureG ou urel, dans H ; pvl°r l : 

polypeptides sreE, ureF, ureG, ureH ou urel, tels 
^cltenus che, S^vlori, et an P»^*« 
lent pour des peptides ou das part- , d 
polypeptides reconnus par des antxcorps d^ges 
UL \. nvlori ou capafcles da se comporter comme 
des haptenes ou des immunogenes ; 
. des fragments depourvus de la capacte de coder 
pour las polypeptides de ! L P^°" ^ s 
^exprimes a partir des genes ureE, ureF, ^ 

ureH ou urel ; 

TTes fragments cedent pour des polypeptides ou 
peptides ayant des propriates attenuees, vcrre 
Lpprim.es par rapport aux propxiatas des 
polypeptides codes par les genes ureE, ureF, ureG, 
ureH ou urel de H. pylori. 
5/ serene. nucleotidigue salon 1'une ^elconoue des 
revocations 1 a <, caracterisee en ce ^elle est 
associee aux sequences nucleigues correspondent aux 
associee au* ^ _ ^nr les sous- 



^ZZ s-cture ureA et ureg codant pour les sous- 
unites ureasiques chez H. pylori , 
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6/ Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est 
associee aux genes ureA, ureB, ureC et/ou ureD codant 
pour 1' urease chez H. pylori . 

7/ Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 13 6, caracterisee en ce qu'elle repond 
a l'enchainement ureE correspondant aux nucleotides 800 
a 13 09 de la sequence de la figure 4, ou a tout 
fragment de cet enchaineoent des lors qu'il hybride 
dans des conditions stringentes avec l'enchainement 
ureE ou avec la sequence complementaire a cet 
enchainement . 

8/ Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle repond 
a l'enchainement ureF correspondant aux nucleotides 
1324 a 2091 de la sequence de la figure 4 , ou a tout 
fragment de cet enchainement des lors qu'il hybride 
dans des conditions stringentes avec l'enchainement 
HISF ou avec la sequence complementaire a cet 
enchainement . 

9/ Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle repond 
a l'enchainement ureG correspondant aux nucleotides 
2123 a 2719 de la sequence de la figure 4, ou a tout 
fragment de cet enchainement des lors qu'il hybride 
dans des conditions stringentes avec l'enchainement 
ureG ou avec la sequence complementaire a cet 
enchainement . 

10/ Sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle repond 
a l'enchainement ureH correspondant aux nucleotides 
2722 a 3516 de la sequence de la figure 4, ou a tout 
fragment de cet enchainement des lors qu'il hybride 
dans des conditions stringentes avec l'enchainement 
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ou avec la sequence complementaire a cet 

enchainement. . ftT , ffl . e des 

IV Sequence nucleotidique selon 1'une quelconque des 
11/ sequ =ar acterisee en ce qu'elle repond 

revendications 1 a 6, caracreris , 51 i 

a i.enchalneBent urel correspondant aux nucleotides 211 
a ^de la sequence de la figure ou a tout fragment 
L c et enCaineaent des lors qu-il hyfcride dans des 
conditions stringentes avec 1 ■ enchainment urel ou avec 
la sequence comple»entaire a cet enchalnement 
12/ sequence nucleotidique selon la revocation 7 
caLcter^see en ce qu'elle repond a 1'— — ^ 
nucleotidique suivant ou en ce qu'elle coaprend cet 

enchainement : 

GCG AAA ATA TGC TAT GAA ATA GGA AAC CGC CAT 
1,/ sonde nucleotidioue, caracterisee en ce ou elle 
est consti^ee pax une sequence nucleotidique selon 
!.une quelconque des revendications 1 a 12, ladite 
sequence etant narquee. 

IV ""°rce nucleotidioue, caracterisee en ce qu elle 

^prend un fragment nucleotidique tel 
sequence selon 1'une quelconque des revendications 1 a 
" covenant environ 18 a environ 30, de preference 

Environ M » 30 -=«° tideS '. ^ 

'"utilisation dans une reaction d' amplification 

Sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle 
hyD ride dans des conditions strinqentes avec une 
sequence selon 1-une quelconque des revendications 1 a 



14. 

16/ 
14, 



16/ utilisation d'une amorce selon la revocation 
pour la detection in vitro d'une infectxon par 



pylori , a partir d'un echantillon Wologique et a 
1. issue de reactions amplification genique. 
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17/ Utilisation d'une sonde selon la revendication 13 
pour la detection in vitro dans un echantillon 
biologigue, d'une infection par H. pylori . 1. C as 
echeant a 1- issue de reactions d 'amplification genique. 
18/ Polypeptide, caracterise en ce gu'il correspond a 
l'un des polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel 
presentes a la figure 4, ou, a toute partie d'au mains 
un de ces polypeptides, par exemple a un polypeptide 
repondant a 1 ' enchainement 

Ala Lys He Cys Tyr Glu'Ile Gly Asn Arg His. 
19/ Polypeptide selon la revendication 18, sous forme 
modifiee par addition, substitution, deletion ou 
inversion d'un ou plusieurs acides amines, pour 
attenuer, voire supprimer ses proprietes dans la 
regulation et/ou la maturation de 1 'urease telle 
qu'exprimee par les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH, Urel dans H. pylori . 

20/ Vecteur recombinant, caracterise en ce gu'il 
oontient une sequence selon 1'une guelconque des 
revendications 1 a 12. 

21/ Vecteur recombinant selon la revendication 20, 
caracterise en ce gu'il s . agit a , un cosmide ou ^ 
plasmide. 

22/ Vecteur recombinant selon l'une guelconque des 

revendications 20 ou 21, caracterise en ce gu'il s'agit 

du plasmide pILL753 contenu dans E.coli HB101, depose a 

la CNCM le 3 Octobre 1991 sous le numero 1-1148. 

23/ Vecteur recombinant selon l'une guelcongue des 

revendications 20 ou 21, caracterise en ce gu'il .. agit 

du plasmide pILI/763 contenu dans E.coli HB101 depose a 

la CNCM le 3 Octobre 1991 sous le numero I-H49. 

24/ souche de H. pylori recombinante , caracterisee en 

ce gu'elle presente une mutation au niveau d'au moins 

un gene choisi parmi les genes ureE, ureF, ureG, ureH> 
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urel, ou ureA ou ureB, dans des conditions telles que 
ITsoucne reco«toinante exprtae un phenotype urease- 
negatif. ou present* une attenuation des effets 
1'urease, en particulier de ses etfets patfcoiogxgues 
25/ Souche de H. D vl°ri recoabinante selon la 
revendication 24, caracterisee en ce gu'eUe est Butee 
au niveau du gene ureG. 

26/ Souche de *■ pylori recombinante selon la 
revendication 24, caracterisee en ce qu'elle est mutee 
au niveau du gene ureA. ^ 
27/ Souche de *. PVl°ri recombinante selon la 
revendication 24, caracterisee en ce. qu'elle est mutee 
au niveau du gene ureB. 

28/ Souche de «. ovlori recombinante selon 1 une 
,/elconque des revendications 24 a 27, caracterisee en 
Z qu'il s^agit de la souche N6 (NCIMB a- 40512) mutee. 
29/ H6te cellulaire recombinant different de 
h. pylori, caracterise en ce gu-il est transfer*, par 
une sequence selon 1'une quelcongue des revendxcations 
! a 12 ou 15, dans des conditions permettant son 
expression dans l'hote. 

30/ Bote cellulaire recombinant selon la revendxcatxon 
29 caracterise en ce qu'il s'agit d'une souche de 
H 'pylori comprenant une sequence nucleotidique selon 
1-une quelcongue des revendications 2 a 12 ou 15. 



31/ H6te cellulaire recombinant selon la revendxcatxon 
30 tel qu'obtenu par mutation de la souche N6 de 
^'pylori, deposee a la NCIMB le 26 Juin 1992 sous le 
n^ro" NCIMB 40512, au niveau de 1'un au moms des 
genes ureE, ureF, ureG, ureH ou urel. 

32/ Hc^cellulaire recombinant selon 1'une quelcongue 
des revendications 29 a 31, caracterise en ce qu-U 
s .agit d'une souche E.coli modifiee par une sequence 
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nucleotidigue selon l'une guelcongue des revendications 
1 a 12. 

33/ Bote cellulaire recombinant selon l'une guelcongue 
des revendications 29 a 31, caracterise en ce gue son 
activite ureasigue est attenuee. 

34/ Composition immunogene, caracterisee en ce gu-elle 
contient un note cellulaire recombinant selon l'une 
guelcongue des revendications 24 a 33. 
35/ Kit pour le diagnostic in vitro d'une infection 
- Par H. pylori sur un echantillon biologigue determine, 
caracterise en ce gu'il comprend : 

- au moins un couple d- amorces nucleotidigues 
selon la revendication 13, capables d'hybrider aux 
extremites 5' et en 3 • d'un fragment nucleotidigue 
specif igue d'au moins un gene choisi parmi ureE . 
ureF, ureG , ureH ou urel . 

- des reactifs necessaires a 1' extraction des 
acides nucleigues a partir de 1 'echantillon 
traite, 

- des reactifs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucleotidigue, a partir des amorces 
nucleotidigues, notamment des enzymes de 
polymerisation, en guantite suffisante pour 
realiser 1 'amplification du fragment gue l'on 
souhaite amplifier, 

- au moins un enchainement de nucleotides pouvant 
etre utilise comme sonde et capable d'hybrider 
dans des conditions determines avec le fragment 
nucleotidigue amplifie, 

le cas echeant des moyens pour reveler 
1 'hybridation. 

36/ Kit pour le diagnostic in vitro d'une infection 

Par H. pylori , caracterise en ce gu'il comprend : 
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. une quantite determinee de sonde selon la 

revendication 13, real i S ation d'une 

- un milieu approprie pour la reax 
r ea« i°n d.»ybrid»ti 0 n en«e !•««. nuclei de 
h DVlori a detecter et la sonde, 
^ieftactits pour Xa ddtectio* des hybndes 
eventuellement formes . # # 

37/ Licorps polyclonal ou monoclonal, 
C e qu'il reconnait un polypeptide selon 1 une 
ce qu a-L. r« un fragment 

- quelconque des revendxcations 18 ou 

de ce polypeptide. ^ dtune infection par 

38/ imposition pour le traxtement ^ 

H PVlori, caracterisee en ce quelle 
i^pT'selon Lune quelconque des revend.cat.ons 18 



ou 19, 
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